
PROGRESS IN PLANT PROTECTION/POSTĘPY W OCHRONIE ROŚLIN 52 (4) 2012 

Genetic diversity of Rhizoctonia cerealis isolates from western Poland 
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z zachodniej Polski 
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Summary 
Rhizoctonia cerealis cause sharp eyespot, a common disease of cereals in Poland. The study was aimed at assessing the level of 

genetic diversity of R. cerealis isolates from the Wielkopolska region using RAPD (random amplification of polymorphic DNA) method. 
All isolates were identified by staining of nucleus in hyphal cells with a safranin solution. Genomic DNA (deoxyribonucleic acid) was 
extracted from fresh mycelium growing on NB (nutrient broth) liquid medium. The PCR (polymerase chain reaction) reaction was 
carried out using a series of RAPD primers. The isolates showed high level of genetic diversity. There was no correlation between the 
host plant, a place of origin of the isolates studied, and their RAPD profiles.  
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Streszczenie 
 Rhizoctonia cerealis powoduje ostrą plamistość oczkową, powszechną w Polsce chorobę podstawy źdźbła zbóż. Przeprowadzone 
badania miały na celu poznanie zróżnicowania genetycznego izolatów R. cerealis pochodzących z terenu Wielkopolski za pomocą 
metody RAPD (random amplification of polymorphic DNA). Izolaty zostały zidentyfikowane na podstawie wybarwiania jąder 
komórkowych safraniną. Izolację DNA (deoxyribonucleic acid) przeprowadzono z grzybni rosnącej na pożywce NB (nutrient broth). 
Reakcję PCR (polymerase chain reaction) przeprowadzono z wykorzystaniem szeregu starterów RAPD. Badane izolaty wykazały wysoki 
poziom zróżnicowania genetycznego badanych izolatów. Nie stwierdzono korelacji pomiędzy rośliną żywicielską i miejscem 
pochodzenia izolatów a i ich profilami RAPD. 
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Wstęp / Introduction 
 
Rhizoctonia cerealis Van der Hoeven (Ceratobasidium 

cereale D. Murray & L.L. Burpee) należy do podstaw-
czaków. Patogen ten nie wytwarza zarodników koni-
dialnych, a jego stadium doskonałe jest rzadko spotykane 
w naturze. Ze względu na różną ilość jąder komórkowych 
gatunki z rodzaju Rhizoctonia dzielą się na dwie grupy: 
gatunki dwujądrowe i gatunki wielojądrowe. Za pomocą 
wybarwiania jąder komórkowych można dokonać 
identyfikacji gatunku R. cerealis, który posiada po dwa 
jądra w każdej komórce (Hoeven i Bollen 1980). 

Grzyb powoduje ostrą plamistość oczkową, powszechną 
w Polsce chorobę zbóż. Nazwa choroby pochodzi od 
charakterystycznych symptomów występujących na zaka-
żonej roślinie. Typowe objawy choroby to ostro zakończone 
eliptyczne przebarwienia z wyraźnie zaznaczoną brunatną 
obwódką obserwowane na podstawie źdźbła roślin. Patogen 
może przetrwać jako grzybnia w szczątkach roślin lub w 
postaci sklerocjów w glebie. Nasilenie choroby w zasiewach 
zależy również od systemu uprawy (Colbach i wsp. 1997) 
oraz przebiegu pogody (Clarkson 1983). 

Przeprowadzone badania miały na celu określenie 
poziomu zróżnicowania genetycznego izolatów R. cerealis 
pochodzących z zachodniej części Polski za pomocą me-
tody RAPD (random amplification of polymorphic DNA). 

Materiały i metody / Materials and methods  
 
Izolaty były zbierane na terenie Wielkopolski. 

Wszystkie pochodziły z naturalnie porażonych fragmentów 
podstawy źdźbła pszenicy, żyta i jęczmienia (tab. 1). 
Izolację z materiału roślinnego przeprowadzono według 
standardowej procedury. Wszystkie izolaty zostały 
zidentyfikowane mikroskopowo przez wybarwienie jąder 
komórkowych zasadowym roztworem safraniny. Szczepy 
dwujądrowe zostały oznaczone jako R. cerealis. Do badań 
wybrano 46 izolatów R. cerealis i 1 izolat R. solani (R 39). 
Wszystkie przeznaczone do badań izolaty hodowano na 
pożywce PDA (Potato Dextrose Agar). Z kultur 3-ty-
godniowych wycinano korkoborem 0,5 cm krążki i prze-
noszono na płynną pożywkę NB (nutrient broth) 
w szklanych probówkach. Tak przygotowane kultury 
umieszczano na wytrząsarce i hodowano w temperaturze 
22°C aż do uzyskania ilości grzybni odpowiedniej do 
izolacji DNA.  

Izolację DNA przeprowadzono z grzybni rosnącej na 
pożywce NB. Wykorzystano do tego celu zestaw do 
izolacji „DNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen), izolację 
przeprowadzono według procedury producenta. Koncen-
trację otrzymanego DNA zmierzono przy użyciu spektro-
fotometru.  

 
 

Tabela 1. Izolaty R. cerealis przeznaczone do badań 
Table 1. Isolates of R. cerealis intended for the study 

Lp. 
No. 

Numer izolatu 
Isolate number 

Roślina żywicielska 
Host plant 

Pochodzenie 
Origin 

Lp. 
No. 

Numer izolatu 
Isolate number 

Roślina żywicielska 
Host plant 

Pochodzenie 
Origin 

1 R 1 pszenica – wheat – 25 R 25 pszenżyto – triticale Wojnowice 
2 R 2 pszenica – wheat Pawłowice 26 R 26 pszenżyto – triticale Wojnowice 
3 R 3  pszenica – wheat Pawłowice 27 R 27 pszenżyto – triticale Wąsowo 
4 R 4 pszenica – wheat Pawłowice 28 R 28 żyto – rye Daleszyce 
5 R 5 pszenica – wheat Pawłowice 29 R 29 pszenżyto – triticale Wąsowo 
6 R 6 pszenica – wheat Pawłowice 30 R 30 pszenica – wheat Wojnowice 
7 R 7 pszenica – wheat Pawłowice 31 R 31 pszenica – wheat Wojnowice 
8 R 8 pszenica – wheat Baborówko 32 R 32 jęczmień – barley Wąsowo 
9 R 9 pszenica – wheat Baborówko 33 R 33 jęczmień – barley Wąsowo 

10 R 10 pszenica – wheat Karnice 34 R 34 pszenica – wheat Sokołowo 
11 R 11 jęczmień – barley Rzewnowo 35 R 35 pszenica – wheat Pawłowice 
12 R 12 pszenica – wheat – 36 R 36 pszenica – wheat Ostrówek 
13 R 13 pszenżyto – triticale Tomice 37 R 37 jęczmień – barley Wąsowo 
14 R 14 pszenżyto – triticale Pniewy 38 R 38 pszenica – wheat Rzeszów 
15 R 15 pszenica – wheat Separowo 39 R 39 rzepak – rape – 
16 R 16 pszenica – wheat Jeziorki 40 R 40 pszenica – wheat Pawłowice 
17 R 17 pszenica – wheat Pawłowice 41 R 41 pszenica – wheat Pawłowice 
18 R 18 pszenżyto – triticale Konarzewo 42 R 42 pszenica – wheat Zalipie 
19 R 19 pszenica – wheat Mikoszewo 43 R 43 pszenica – wheat Łagiewniki 
20 R 20 pszenica – wheat Głubczyce 44 R 44 pszenżyto – triticale Łagów 
21 R 21 pszenica – wheat Głubczyce 45 RS 45 pszenica – wheat Łagiewniki 
22 R 22 jęczmień – barley Świdnica 46 R 46 pszenica – wheat Łagiewniki 
23 R 23 pszenica – wheat Wschowa 47 R 47 pszenica – wheat Łagiewniki 
24 R 24 pszenica – wheat –     
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Do reakcji PCR (polymerase chain reaction) wykorzys-
tano startery RAPD: OPA 04 (5-AATCGGGCTG-3), OPA 
09 (5-GGGTAACGCC-3), OPA 13 (5-CAGCACCCAC-3) 
i OPJ 04 (5-CCGAACACGG-3). Każdą reakcję prze-
prowadzono dwukrotnie w mieszaninie reakcyjnej o obję-
tości 12,5 µl zawierającej: 0,5 U polimerazy Taq i 1,25 µl 
10 H bufor PCR (Fermentas), 200 mM mix dNTP, 2,5 mM 
MgCl2, 0,8 μM starter, 30 ng matrycowego DNA. Ampli-
fikacja PCR została przeprowadzona zgodnie z pro-
gramem: 2 min w 94°C; następnie 39 cykli: 1 min w 94°C, 
1 min w 36°C, 1,5 min w 72°C, a na końcu 5 min w 72°C. 
Produkty PCR były rozdzielane na 1,5% żelu agarozowym 
zawierającym 0,25 μg/ml bromku etydyny i przez 6–7 go-

dzin pod napięciem 70 V. Otrzymane produkty PCR 
zostały ocenione i sfotografowane w świetle UV.  

Analizę statystyczną przeprowadzono przy wykorzys-
taniu programu Statistica. Jako metodę klasyfikacji 
poszczególnych przypadków wybrano analizę skupień. 
Grupowanie dokonywano metodą aglomeracji pełnego 
wiązania. Produkt reakcji PCR-RAPD o określonej 
wielkości znajdujący się w pojedynczej linii traktowano 
jako pojedynczą cechę izolatu oznaczając jako 1, a jego 
brak jako 0. Analizę statystyczną przeprowadzono łącznie 
dla wszystkich starterów, a wyniki przedstawiono w for-
mie dendrogramu (rys. 1). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Rys. 1.  Podobieństwo genetycznego badanych izolatów R. cerealis 
Fig. 1.  The genetic similarity of tested R. cerealis isolates 

 
 
 

Wyniki i dyskusja / Results and discussion  
 
Badania genetyczne z wykorzystaniem technik PCR 

mają coraz szersze zastosowanie w diagnostyce grzybów. 
Mogą służyć m.in. do wykrywania obecności patogenów 
w próbie roślinnej jak i określania zróżnicowania gene-
tycznego badanych patogenów (Nicholson i Parry 1996; 
Irzykowska i wsp. 2005). Badane izolaty wykazały wysoki 
poziom zróżnicowania genetycznego (rys. 1). Na pod-
stawie przeprowadzonych analiz wyodrębnionych zostało 
38 profili RAPD. Uzyskane wyniki potwierdzają obser-
wacje innych autorów dotyczących wysokiego stopnia 
różnorodności genetycznej izolatów R. cerealis (Irzykow-
ska i wsp. 2005). Analiza statystyczna uzyskanych 
wyników rozdziałów elektroforetycznych produktów 
RAPD pozwoliła na podzielenie izolatów na grupy zawie-
rające szczepy charakteryzujące się wyższym stopniem 
podobieństwa genetycznego. Największa grupa (III) za-
wiera 5 izolatów o takich samych profilach RAPD, 

pochodzących z różnych lokalizacji geograficznych. Kolej-
na większa grupa (II) zawiera cztery izolaty pochodzące 
także z różnych miejsc. Pozostałe izolaty zostały sklasy-
fikowane jako odrębne – jedno- lub dwuelementowe grupy 
charakteryzujące się niższym stopniem podobieństwa 
genetycznego. Podobieństwo pomiędzy badanymi 
izolatami zostało przedstawione w postaci dendrogramu 
(rys. 1). Nie stwierdzono korelacji pomiędzy miejscem 
pochodzenia a rośliną żywicielską izolatów i ich profilem 
RAPD. 

 
 
Wnioski / Conclusions  
 
1.  Analiza danych RAPD wykazała wysoki poziom róż-

norodności pomiędzy testowanymi izolatami R. ce-
realis. 

2.  Nie stwierdzono korelacji między pochodzeniem i roś-
liną żywicielską izolatów a ich profilem genetycznym. 

 
 

-0,5

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

 R
S

45
   

 R
14

   
 R

43
   

 R
42

   
 R

39
   

 R
37

   
 R

34
   

 R
19

   
   

R
5

   
 R

41
   

 R
33

   
 R

31
   

 R
28

   
 R

36
   

 R
32

   
 R

29
   

 R
16

   
 R

27
   

 R
12

   
 R

26
   

 R
23

   
 R

22
   

 R
21

   
   

R
8

   
 R

40
   

   
R

6
   

 R
25

   
   

R
4

   
 R

30
   

   
R

9
   

 R
15

   
   

R
2

   
 R

46
   

 R
44

   
 R

24
   

 R
20

   
 R

18
   

 R
13

   
 R

38
   

 R
11

   
 R

47
   

 R
17

   
 R

35
   

   
R

7
   

 R
10

   
   

R
3

   
   

R
1



Progress in Plant Protection/Postępy w Ochronie Roślin 52 (4) 2012 787

Literatura / References 
 
Clarkson J.D.S. 1983. Effect of sharp eyespot (Rhizoctonia cerealis) on field loss in winter wheat. Plant Pathol. 32: 421–428. 
Colbach N., Lucas P., Cavelier N., Cavelier A. 1997. Influence of cropping system on sharp eyespot in winter wheat. Crop Prot. 16 (5): 

415–422. 
Hoeven van der E.P., Bollen G.J. 1980. Effect of benomyl on soil fungi associated with rye. 1. Effect on the incidence of sharp eyespot 

caused by Rhizoctonia cerealis. Neth. J. Plant Pathol. 86: 163–180. 
Irzykowska L., Żółtańska E., Bocianowski J. 2005. Use of molecular and conventional techniques to identify and analyze genetic 

variability of Rhizoctonia spp. Isolates. Acta Agrobot. 58 (2): 19–32. 
Nicholson P., Parry D.W. 1996. Development and use of a PCR assay to detect Rhizoctonia cerealis the cause of sharp eyespot in wheat. 

Plant Pathol. 45: 872–883. 
 
 

 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


